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論 文 内 容 の 要 旨 
 
「Structural and functional studies of causative factors for infectious diseases」（感
染症の原因となるタンパク質の構造生物学的研究）とタイトルされたこの論文は次の３つの章か
らなっている。 
（１）ピロリ菌のヒト発がん性因子Tipαの構造変化とこれに伴うヒト胃がんの発症機構 
多くの日本人の胃の中に生育しているピロリ菌（微好気性桿菌）は、胃炎や胃潰瘍、さらに、胃
がんの原因として注目されている。ピロリ菌による胃がん発症機構の解明は、胃がんの予防・治
療に役立つと考えられる。菅沼等（埼玉がんセンター）は内因性発がんプロモーターであるTNF-α
（サイトカイン）を強く誘導する新しい発がん因子の遺伝子をピロリ菌のゲノムに見出し、TNF-α 
inducing protein (Tipα)と命名した。ピロリ菌から分泌されるTipα は、ピロリ菌特有のタン
パク質で、細胞表面のヌクレオリンに結合して胃粘膜上皮細胞に取り込まれる。ヌクレオリンは
元来核小体に多量に存在するタンパク質であるが、発がんの過程で細胞膜に移動したヌクレオリ
ンとTipα が結合して、核内でNF-κB を活性化、さらに、TNF-α を発現し、胃発がんが促進さ
れる。本博士論文では、Recombinant Tipα (活性型rTipα, 二量体)とN末の６個アミノ酸を欠
損する不活性型 Tipα（rdel-Tipα､単量体）を用いて研究をすすめた。この博士論文では、
rdel-Tipα のユニークな結晶構造を解明することに成功した。 
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（２）インフルエンザAウィルスのRNAポリメラーゼのCAPスナッチング機構 
インフルエンザAウィルスは、11種類のタンパク質とそれらをコードする8本のマイナス一本鎖
RNAから構成されている。これらのRNAやタンパク質の宿主細胞内での増殖は、PA、PB1、PB2の
三種のサブユニットからなるRNAポリメラーゼ複合体が担っている。各サブユニットの様々なド
メインの構造解析が色々なグループで行われている。津下研究室では、PB2の C 末端側のドメイ
ン（3/3 領域（535-759））の構造を明らかにしており、この領域は病原性の強弱と種間の伝染性
を決定するK627を含んでいる（JBC（2009）284,6855-6860）。インフルエンザウィルスRNAポリ
メラーゼはヒトの mRNAの Cap構造を認識しここから 10 1̃5 ベース下流で切り出し、これを
templateとして転写を行う。PB２ミドルドメインはヒトのmRNAの Cap構造を認識するドメイン
であり、m(7)GTP との共結晶構造はフランスのグループにより解明されている。この博士論文で
は、活性部位とは関連しない分子表面のアミノ酸を変異させることでタンパク質結晶の質や形を
向上することに成功し、さらにこの結晶から H1N1 型で初めて PB２ミドルドメインと Cap結合の
構造を解析し、Cap結合構造に関して以前報告されたH3N2型のものと異なることを見いだした。  
 
（３）Clostridium perfringens イオタ毒素によるアルギニン特異的ADPリボシル化機構 
Ia はウェルシュ菌が分泌するモノ ADP リボシル化毒素であり、アクチンの Arg177 を特異的に 
ADP リボシル化する。 ADP リボシル化の反応機構を知るには、毒素と基質タンパク質複合体の構
造の解明が重要であり、2008年 Iaとアクチンでの複合体構造が唯一、津下等により明らかにさ
れている(PNAS 2008)。しかしながら、本来の基質である NAD+結合型および Ia-ADP リボシル化
アクチンの複合体構造は明らかではなかった。それらの複合体の構造を得るべく結晶化条件や X 
線回折実験の条件など試行錯誤を繰り返し、 NAD+が結合していないアポ型 Ia-アクチン複合体結
晶を得た。このアポ型 Ia-アクチン複合体結晶を基質溶液、抗凍結剤溶液に異なった条件で浸漬
することで NAD+結合型 Ia-アクチンと Ia-ADP リボシル化アクチンの複合体結晶を作り分ける
ことに成功し、高分解能の構造を明らかにした。 ADP リボシル化反応の前後の構造から、 ADP
リボシル化の反応機構として ”strain-alleviation（緊張と緩和）モデル ”を提唱した。オキ
ソカルベニウムイオンの 2つの中間体を経てアクチン Arg177 への ADP リボシル化の修飾反応
が起きると考えられる。 
 
論文審査結果の要旨 
 
１．学位論文の評価 
本論文は３章からなり、それぞれの章において、以下の点において重要な研究である。 
１）この研究と相まって、海外のグループからいくつかのrTipα、rdel-Tipαの結晶構造が明ら
かになった。これらを合わせるとpHにより異なるダイマー構造を取ることが明らかになりつつあ
る。この構造変化とTNF-αの誘導との相関はどうなっているのか、現在も研究は続いており興味
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ある内容である。ヒト胃がんの発がん機構をピロリ菌の新しい発がん因子Tipα の構造から解明
しようとする基礎研究となった。 
２）この論文で得られたCap結合の構造情報は、Cap結合ドメインを標的とした、タミフル、リレ
ンザとは異なる作用機構を持ったインフルエンザのRNAポリメラーゼの新たな阻害剤創薬への重
要な知見となる。 
３）初のADPリボシル化毒素（ARTC)と基質タンパク質アクチン複合体構造を明らかにした。こ
の博士論文で提唱した内容は米国科学アカデミー紀要PNAS (2013 Feb 4)に採択された。また,
米国科学アカデミー紀要で同論文に関連のCommentary として紹介され, 毒素によるアクチン
の ADPリボシル化を発見したKlaus Aktories により次のようにコメントされた。「非常に面白
い研究（exciting study）で、鶴村等は異なるADPリボシル化の段階でiota毒素と基質蛋白質
であるアクチンとの複合体の構造を明らかにした。著者等の発見は、毒素 が引き起こすADPリ
ボシル化の理解だけでなく、様々に働く内在性のADPリボシル化酵素の分子反応の理解につな
がる事であり、画期的な発見である」   
(The authors’ findings are groundbreaking)。 
 
以上、３つの章にまとめられた内容はどれも感染症因子に構造生物学という手法で光を当て、
将来的には薬剤の開発につながる重要な基礎研究となる。特に３章のIa-アクチンの研究は、
感染症因子とホストタンパク質のアクチン複合体の構造であり、またADPリボシル化反応をス
ナップショットで捉えるという非常に独創性が高く、斬新な内容である。このように本論文は
高い研究内容をもつものと判断される。 
 
２．研究業績 
申請者は，すでに英文専門誌に論文１３報を公表している．また、この博士論文関連の論文とし
て、これらの成果は、英文誌４報 (ref1 4̃)にまとめられている。さらにIa-アクチンの研究は英
語と日本語でのreview(ref 5,6)がそれぞれ発表されていることも付け加えておく。 
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また 2011年国際結晶学会（Madrid)および 2013年国際構造ゲノム会議(Sapporo)でのポスター
発表を行っている。 
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３．総合判断 
主査、副査の博士論文本調査委員による論文審査において、英語で提出された博士論文内容は
論理的で良くまとめられており、十分に優秀な内容を持つことから、本調査委員全員一致で、博
士論文に十分に値すると判定した。 
